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【Abstract】 Objective:To investigate the effect of Notch － 1 gene up － regulation on biological hehaviors of U215
cell and explore its effects on AKT － mTOＲ signal．Methods:U251 cells were infected with over － expression NICD or
control lentivirus，the mＲNA and protein expression of Notch － 1 gene were examined with ＲT － PCＲ and Western －
Blot，the cell proliferation was assayed with MTT，cell cycle was determined by flow cytometry，the effects of Notch － 1
gene on U251 cell invasion were studied using matrigel coated Transwell chambers，the effects of Notch － 1 up － gula-
tion on AKT，mTOＲ，P70S6K and 4Ebp － 1 protein expression were also analyzed． Ｒesults:Compared with the un-
treated and empty group，after 72h of infection，the protein and mＲNA expression of Notch － 1 increased(P ＜ 0． 05)．
It was found that up － regulation of Notch － 1 promoted U251 cell growth，invasion and S － phase cells were increased
(P ＜ 0． 05)． Up － regulation of Notch － 1 promoted Cyclin D1，CDK － 4 protein expression，and p － AKT and p －
mTOＲ also increased in Notch － 1 up － regulated U251 cells． Conclusion:Up － regulation Notch － 1 promotes U251
glioma cell proliferation and invasion，the mechanism was partly through regulating AKT － mTOＲ signaling．
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【摘要】 目的:观察上调 Notch － 1 基因对人胶质瘤 U251 细胞生学物行为及 AKT － mTOＲ信号通路的影响。
方法:采用 pNL － NICD慢病毒感染 U251 细胞，以 ＲT － PCＲ和 Western － Blot检测 Notch － 1 基因 mＲNA和蛋
白的表达，以 MTT检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞周期变化，Transwell实验检测细胞侵袭能力，同时
检测 Notch － 1 上调对 AKT、mTOＲ、P70S6K、4Ebp － 1 蛋白的影响。结果:与对照组比较，NICD慢病毒转染 72h
后，Notch － 1 基因 mＲNA和蛋白表达明显增高(P ＜ 0． 01);Notch － 1 上调明显促进 U251 细胞增殖、侵袭、促进
细胞进入 S期，增加周期蛋白 Cyclin D1、CDK －4 的表达，促进 AKT、mTOＲ蛋白磷酸化。结论:上调 Notch － 1
基因促进 U251 细胞增殖、侵袭，其机制和活化 AKT － mTOＲ通路有关。
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Notch信号是调控肿瘤生长的重要通路，大量的研究发
现 Notch － 1 基因在胶质瘤中表达明显增高，与胶质瘤的发
生、发展密切相关［1］。同时很多肿瘤都存在 AKT － mTOＲ 通
路的过度活化，在胶质瘤中发现 Notch － 1 调控 EGFＲ 的表
达，但是能否影响其下游的 AKT 和 mTOＲ 尚不清楚。目前
已经发现 Notch信号能调节 Cyclin D1、NF － κB、Bcl － 2 等基
因［2 － 3］，而这些基因也属于 AKT － mTOＲ 的下游靶点［4］，因
此 Notch － 1 可能通过 AKT － mTOＲ通路来调节胶质瘤生长。
本研究通过构建表达 Notch － 1 胞内段 NICD(Notch － 1 的活
化形式)的慢病毒，感染人神经胶质瘤 U251 细胞，观察 Notch
－ 1 基因上调对 U251 胶质瘤细胞增殖、细胞周期、侵袭转移
及对 AKT － mTOＲ信号通路的影响，探讨 Notch － 1 调控胶质
瘤生长的可能机制。
1 材料与方法
1． 1 材料和试剂
克隆载体 PCＲ － XL － Topo 质粒购自美国 Invitrogen 公
司，逆转录病毒载体 PNL － IＲES2 － EGFP 由本实验室保存，
CCK － 8 试剂购自 Beyotime生物有限公司，基质胶(Matrigel)
购自美国 Becton Dickinson 公司，Transwell 侵袭小室购自美
国 Becton Dickinson公司(3422 型，聚碳酸脂膜径 6． 5mm，孔
径 8． 0μm)，抗体:兔抗人 Notch － 1、T － AKT、p － AKT、p －
mTOＲ、p － P70S6K，p － 4Ebp － 1、Cyclin D1、CDK － 4、GAPDH
购自 Santa Cruz 公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购
自 Santa Cruz公司，ECL化学发光试剂购自碧云天生物技术
公司;人神经胶质瘤 U251 细胞由本实验室保存，其余试剂为
国产或进口分析纯。
1． 2 质粒扩增和病毒包装
采用长片段克隆的方法，从胶质瘤 U251 细胞中提取
ＲNA，经逆转录获得人 Notch － 1 胞内段 NICD 的 cDNA，PCＲ
扩增后将其连接入 TA克隆载体 pCＲ － XL － Topo质粒，测序
正确后，经酶切、连接，构建 pNL － NICD － IＲES2 － EGFP 慢
病毒表达质粒，再和辅助包装质粒 Helper 和 VSVG 共转染
293T细胞，20 000r /min 30min 超滤离心浓缩后，获得滴度为
2． 0E + 8TU /ml的慢病毒。
1． 3 细胞培养和病毒感染
将神经胶质瘤细胞系分为对照组(U251)、空载体组
(PNL)和 Notch － 1 组(PNL － NICD)。将对数生长的细胞种
于 6 孔板，每孔约 5 × 104 个细胞，第二天约 30%融合时，除
去旧培养液，对照组加入正常培养基，病毒感染组每孔加入
无血清培养基 900μl，慢病毒液 10μl，置于 37℃培养箱中，
12h后除去含病毒培养基，更换新鲜培养基 2ml 继续培养
12h，病毒感染 72h后荧光显微镜观察感染效果，并进行后续
实验。
1． 4 MTT检测细胞增殖能力
细胞按每孔 2 × 103 个细胞(100μl)接种于 96 孔培养
板，接种后第 1、2、3、4、5、6 天各取出一块 96 孔板行 CCK － 8
检测。每孔加入 10μl CCK － 8 试剂，37℃继续培养 2h后，在
酶标仪(550nm波长)上测量各孔吸光度(OD)值，实验重复
3 次，采用 SPSS 13． 0 软件进行统计学分析，结果以均数 ±标
准差(珋x ± s)表示，以时间为横轴，以吸光度值为纵轴绘制生
长曲线。
1． 5 流式细胞术检测细胞周期变化
收集各组细胞，用预冷的 PBS 洗涤细胞两次，调整细胞
密度为 1 × 106 /ml，将细胞加入到预冷的乙醇中，4℃固定 12
小时，1 000r /min 离心 5min，去除乙醇，PBS 洗两遍;用 1ml
配制好的 PI染液重悬细胞，4℃避光孵育 30min，用流式细胞
术检测细胞周期变化。
1． 6 Transwell实验检测细胞侵袭能力
取对数生长期的各组细胞，用无血清 DMEM 制成 5 ×
105 /ml的单细胞悬液，取细胞悬液 100μl加入基质胶包备的
Transwell小室的上室，下室加入 500μl 含 10%小牛血清的
DMEM培养基作为趋化因子。细胞于 37℃、5% CO2 的培养
箱内孵育 24 小时，加 0． 1%的结晶紫 1ml 染色，在显微镜下
计数侵袭细胞个数，每膜计数上下左右中 5 个不同视野穿透
过的细胞数，每个实验重复 3 次。
1． 7 Western － Blot检测 AKT －mTOＲ通道蛋白表达
收集各组细胞，ＲIPI裂解后，离心收集上清，BCA法测定
蛋白浓度后，加 Buffer 煮沸变性，SDS － PAGE 电泳后转膜，
5%的脱脂奶粉室温封闭 2h，加入 TBST 稀释的一抗，4℃孵
育过夜，TBST 洗脱 10min × 3 次，加入辣根过氧化物酶标记
的二抗孵育 2h，TBST洗脱 10min × 3 次后，加入 ECL 化学发
光试剂曝光，胶片条带扫描后进行灰度分析。
2 结果
2． 1 上调 Notch －1 表达的验证
用携带外源性 NICD基因的慢病毒感染胶质瘤 U251 细
胞，病毒感染 72h后，在荧光显微镜下观察，80%以上的细胞
发出绿色荧光(图 1)，说明大部分细胞被感染。ＲT － PCＲ和
Western － Blot检测 NICD的表达(图 2)，结果表明，与转染空
载体的 U251 细胞比较，NICD的 mＲNA和蛋白表达量较对照
组分别增加约 1． 6 和 1． 4 倍(P ＜ 0． 05)，说明 Notch － 1 基因
胞内段 NICD克隆成功，并能在细胞内稳定高效表达。
图 1 慢病毒感染后荧光显微镜观察 U251 (× 200)
Fig． 1 The figure of slow virus infected cells observed in fluorescence microscope (× 200)
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图 2 ＲT － PCＲ和 Western － Blot鉴定 NICD的表达
Fig． 2 ＲT － PCＲ and Western － Blot were used to identification the
expression of NICD
2． 2 上调 Notch －1 对细胞增殖的影响
MTT法检测 Notch － 1 上调组(PNL － NICD)、对照细胞
(PNL)和空白对照细胞(U251)的增殖情况，结果显示，活化
的 Notch － 1 促进 U251 细胞生长(图 3)。
图 3 上调 Notch － 1 后 U251 细胞增殖能力的变化
Fig． 3 The change of cell profilition after up of Notch － 1
2． 3 上调 Notch －1 对细胞进入 S期的影响
采用流式细胞术检测细胞周期，结果显示:U251 空白对
照组和空载体组 S 期细胞比例分别为(23． 9 ± 1． 3)%和
(23． 5 ± 0． 3)%，差异无统计学意义(P ＞ 0． 05);但 Notch － 1
组的 S期细胞比例为(27． 8 ± 2． 5)%，明显高于空载体组和
空白对照组(P ＜ 0． 01)。同时，Notch － 1 基因上调后，U251
细胞 G0 /G1 期细胞减少到(62． 1 ± 3． 2)%，明显低于空载体
组和空白对照组(P ＜ 0． 01)，表明上调 Notch － 1 的表达变化
引起了胶质瘤细胞周期分布的改变，促进细胞进入 S 期，
DNA复制增加，细胞增殖加快(表 1)。
表 1 上调 Notch － 1 后细胞周期的变化 (%，珋x ± s)
Tab． 1 The change of cell cycle after up of Notch － 1 (%，珋x ± s)
Groups S G2 /M G0 /G1
U251 23． 9 ± 1． 3 8． 3 ± 1． 7 67． 7 ± 1． 6
PNL 23． 5 ± 0． 3 8． 7 ± 0． 3 67． 7 ± 3． 6
PNL － NICD 27． 8 ± 2． 5* 10． 0 ± 0． 7 62． 1 ± 3． 2*
Compare with the PNL group，* P ＜ 0． 01．
2． 4 上调 Notch －1 对 U251 细胞侵袭能力的影响
采用 Transwell检测各组细胞的侵袭能力，结果显示(图
4)，对照组和空载体组穿膜细胞数分别为(81． 3 ± 6． 4)个和
(80． 7 ± 7． 1)个，差异无统计学意义(P ＞ 0． 05);上调 Notch
－ 1 后，穿膜细胞数(111． 5 ± 9． 2)明显增加(P ＜ 0． 05)，提示
Notch － 1 能调控胶质瘤细胞的体外侵袭能力，活化 Notch － 1
则促进胶质瘤侵袭。
2． 5 Notch － 1 上调对 AKT － mTOＲ 通路及其下游靶点活
化的影响
Western － Blot结果显示，上调 Notch － 1 对总 AKT 的表
达未见明显影响，但明显增加 p － AKT、p － mTOＲ、p － 4Ebp －
1 的活化(P ＜ 0． 05);促进细胞周期蛋白 Cyclin D1、CDK － 4
的表达(P ＜ 0． 05)(图 5)。
图 4 上调 Notch － 1 对 U251 胶质瘤细胞侵袭的影响 (结晶紫染色 × 200)
Fig． 4 The change of cell invasion after up of Notch － 1 in U251 cell (Crystal violet staining × 200)
3 讨论
Notch信号通路在肿瘤中的作用广泛，包括胶质瘤在内
的很多肿瘤，如头颈部鳞癌、子宫内膜癌、肺癌和乳腺癌等都
存在 Notch 信号通路的异常表达［5 － 6］。目前发现 Notch － 1
在胶质瘤组织和细胞中表达增高，但是其作用机制尚不明
确，是否通过 AKT － mTOＲ 起作用尚未见报道。NICD 是
Notch信号的活性形式，通过载体将 NICD 转染进入细胞内，
可在没有配体参与的情况下激活 Notch 通路，为研究 Notch
信号的功能提供了便利。
Notch信号通路是许多重要信号传导通路的交汇点，虽
然 Notch信号的活化比较简单，Notch 受体从细胞膜裂解后
可直接转至核内，但是激活的 Notch 胞内段 NICD 在细胞核
内形成一个复杂的转录复合物，这个复合物能结合多种转录
因子。Notch信号的下游靶点除 hes和 hey家族成员外，其它
下游靶基因尚不清楚;胚胎发育的研究表明 hes 和 hey 主要
调控分化，但 Notch信号在肿瘤增殖和侵袭中如何发挥作用
仍不清楚。因此研究 Notch 信号的作用机制，找出其下游的
关键靶点显得尤为重要。
AKT － mTOＲ信号传导通路在胶质瘤发生发展中扮演重
要角色，作为 EGFＲ下游的重要调控通路，该通路的活化参
与细胞周期进展和细胞凋亡抵抗，通过调节 p27、Cyclin D1、
Bcl － 2 等下游靶蛋白来促进细胞的存活和增殖［4］。文献报
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道 Notch － 1 能调节 AKT － mTOＲ 的上游基因 EGFＲ［7］，因此
推测 Notch － 1 也可能调控了 EGFＲ 的下游基因 AKT 和
mTOＲ，为此我们检测了 Notch － 1 表达变化对 AKT － mTOＲ
通路的影响。AKT － mTOＲ信号途径是调控细胞生长、分化、
存活的重要通路。在人类胶质瘤中发现 AKT － 1 的过度扩
增和表达［8］，AKT 活化后通过磷酸化 mTOＲ 及其下游分子
P70S6K、4Ebp － 1 等下传生存信号，促进细胞增殖和凋亡抵
抗［9］。哺乳动物雷帕霉素靶点蛋白(mammalian target of ra-
pamycin，mTOＲ)是 AKT下游重要的效应分子，可调控细胞增
殖、凋亡和肿瘤形成［10］。mTOＲ 是 AKT 在细胞增殖和生长
中重要的功能执行者，mTOＲ 主要调控 mＲNA 的翻译，4Ebp
－ 1 和 S6K1 是研究最广泛的 mTOＲ 的下游分子，它们是蛋
白翻译的关键调节因子，mTOＲ 通过调节这两个因子来控制
蛋白合成和调节细胞的生长，加快 Cyclin D1、CDK － 4 等合
成，促进 S期的发生［11］。
图 5 Western － Blot检测 AKT － mTOＲ通路蛋白的表达
Fig． 5 The protein expression of AKT － mTOＲ signaling pathway
were examine by Western － Blot
我们研究发现，活化 Notch － 1 促进 AKT 和 mTOＲ 的磷
酸化，增加周期相关蛋白 Cyclin D1、CDK － 4 的表达，使细胞
周期进入 S期;因此 Notch － 1 可能通过 AKT － mTOＲ通路来
调节胶质瘤细胞周期进展。同时我们的研究也证实在胶质
瘤中活化 Notch － 1 能促进 U251 胶质瘤细胞侵袭。因此我
们推测，Notch － 1 作为癌基因可能是通过活化 AKT － mTOＲ
信号通路来促进胶质瘤的恶性生物学行为。
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